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ZUSAMMENFASSUNG 




Die Serinproteasen- Autotransporter der Enterobacteriaceae (SPATES) sind ein Teil 
der wachsenden Familie von Autotransporterproteinen. In der vorliegenden Arbeit 
sollte mit Hilfe des PCR- Verfahrens die Häufigkeit und Verteilung von vier dieser 
SPATE- Vertreter im Genom von 152 Shiga Toxin- produzierenden- Escherichia coli 
(STEC) ermittelt werden.  
Keines der Isolate beherbergte das tsh- Gen, welches das TSH- Protein (temperature 
sensitive hemagglutinin) in vogelpathogenen E.coli kodiert. Das Gen für Pic (protein 
involved in intestinal colonisation), welches typisch ist für enteroaggregative E. coli und 
Shigella flexneri, konnte in sechs (3.9%) der 152 STEC nachgewiesen werden, 
einschließlich aller fünf untersuchten O76:H19 Isolate und eines einzelnen Stammes 
der Serogruppe O136. espP zeigte sich in 49 (32.2%) Stämmen. espI konnte in 13 der 
40 eae- negativen E.coli- Isolate identifiziert werden, aber zusätzlich auch in sechs der 
eae- positiven STEC. Überblickend lässt sich sagen, dass 74 (48.7%) der 152 
untersuchten E.coli- Stämme wenigstens ein Protease- Gen beherbergten, sechs 
Stämme zeigten eine Kombination von zwei Genen.  
Bei den aufgefundenen Serinprotease- Genen für pic und espI wurde in der DNA- 
Sequenzierung eine fast vollständige Homologie zu bereits bekannten Proteasen der 
typischen SPATE- Träger nachgewiesen. 
Diese Daten demonstrieren, dass die Gene von Serinprotease- Autotransportern in 
Shiga Toxin- produzierenden E. coli in einer hohen Frequenz und in verschiedenen 
Kombinationen vorkommen. Dieses Auftreten könnte ein Hinweis für einen Gentransfer 
der Serinproteasen sein.  
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1.1.Shiga Toxin- produzierende Escherichia coli  
Die große Gruppe der Escherichia coli Bakterien sind die im klinischen Material 
am häufigsten nachgewiesenen Erreger der Familie der Enterobacteriaceae. 
Ihre Spezies beinhaltet zahlreiche Varianten mit pathogenen Eigenschaften. So 
sind zum Beispiel uropathogene E.coli (UPEC) bekannt, wie auch septisch- 
pathogene E.coli (SPEC), die auf die Kolonisation der Meningen spezialisiert 
sind. Darüber hinaus gilt E.coli als bedeutender Erreger von 
Durchfallerkrankungen [ 20 ]. Eine wichtige Gruppe nehmen dabei die Shiga 
Toxin- produzierenden Escherichia coli (STEC) ein. Diese haben seit ihrem 
ersten dokumentierten Auftreten in den USA im Jahre 1982 [ 33, 42 ] als 
Infektionserreger zunehmend an Bedeutung gewonnen. Ihre Vertreter werden 
durch die Fähigkeit zur Bildung der so genannten Shiga Toxine charakterisiert. 
STEC- Infektionen des Menschen führen zu akuten entzündlichen 
Gastroenteritiden, die sich oft in ihrem Verlauf nicht von anderen bakteriell oder 
viral bedingten wässrigen Diarrhöen unterscheiden. Bei 15- 20 % der 
Erkrankten entwickelt sich allerdings eine hämorrhagische Colitis, deren 
Komplikationen zu lebensbedrohlichen postinfektiösen Syndromen, wie dem 
hämolytisch- urämischen Syndrom (HUS) und der thrombotisch- 
thrombozytopenischen Purpura (TTP), führen können [ 20 ]. Insbesondere im 
Kindesalter ist das HUS einer der häufigste Auslöser für ein akutes 
Nierenversagen [16, 19, 20]. Die Erkrankung ist weiterhin durch hämolytische 
Anämien und eine Thrombozytopenie gekennzeichnet. Des Weiteren können 
auch Pankreatitiden, mit Ausbildung eines Diabetes mellitus und zentralnervöse 
Symptome mit Krämpfen, Ataxie, Paresen oder Koma im Gefolge eines HUS 
auftreten. Bei der TTP steht ebenfalls eine neurologische Symptomatik im 
Vordergrund. Sie scheint aber eher bei Erwachsenen aufzutreten, deren 
Symptome von der Bildung multipler Mikrothromben und daraus resultierender 
thrombotischer Mikroangiopathie abzuleiten ist. Die Letalität dieser beiden 
Komplikationen der STEC- Infektion beträgt zwei bis zehn Prozent. Besonders 
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gefährdet sind dabei Kinder, die das sechste Lebensjahr noch nicht erreicht 
haben und Personen ab einem Alter von 65. Eine Antibiotikatherapie hat sich in 
diesem Zusammenhang als therapeutisch nutzlos erwiesen, vielmehr erhöht sie 
das Risiko, ein HUS zu entwickeln [ 44 ]. 
Die hier ursächlichen STEC- Bakterien sind teils bewegliche, teils 
bewegungslose gramnegative Stäbchen, die sich über ihre Antigenstruktur in 
verschiedene Serovare einteilen lassen. Besonderen Stellenwert nimmt dabei 
der Serotyp O157:H7 ein, der weltweit am häufigsten mit STEC- Infektionen in 
Zusammenhang gebracht werden kann [ 19, 45 ]. Doch seit 1994 werden 
zunehmend auch so genannte non-O157 Serovare nachgewiesen, wie zum 
Beispiel O26 H- bzw. H11, O103:H-/ H2/ H28, O111:H-/H2 und O145:H28. Ihre 
Bedeutung zeigt sich exemplarisch in den Ausbrüchen von Australien im Jahre 
1995 mit O111:H- [ 29 ] und von Deutschland im Jahre 2002 aufgrund eines 
O26:H11 Klons [ 43 ]. Als Gemeinsamkeit aller dieser bekannten STEC gilt 
deren Fähigkeit zur Produktion der Shiga Toxine (stx), die auch in der Literatur 
als Verotoxine bezeichnet werden, da sie zytotoxische auf Verozellen, welche 
transformierten Affennierenepithelzellen entsprechen, wirken. Ihre Toxizität 
lässt sich von ihrer inhibitorischen Wirkung auf die eukaryontischen 
Proteinbiosynthese durch Ribosomeninaktivierung ableiten. Shiga Toxine 
bestehen aus einer A- Untereinheit und fünf B- Untereinheiten. Die B- 
Untereinheiten erlauben eine Bindung des Toxins an die Glykosphingolipid- 
Rezeptoren der Zielzellen vor allem im kapillären Endothel (zum Beispiel an das 
Globotriaosylzeramid Gb3). Nach dieser Anheftung erfolgt dann die Aufnahme 
des Zellgiftes per Endozytose und die Blockierung der Peptidbiosynthese durch 
Hydrolysierungsvorgänge an der ribosomalen RNA durch die A- Untereinheit. 
Die involvierten Gb3- Rezeptoren finden sich gehäuft in der Niere, was die 
Pathologie der HUS- Erkrankung dort erklärt.  
Die Shiga Toxine lassen sich aufgrund genetischer und serologischer 
Eigenschaften in zunächst Stx1 und Stx2 unterteilen, wobei von Shiga Toxin 2 
mehrere Varianten bekannt sind: Stx2c, Stx2d, Stx2e und Stx2f. Die 
entsprechenden Strukturgene befinden sich im Genom temperenter 
Bakteriophagen (Prophagen) [ 30 ]. 
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Weitere Faktoren, die für die Pathogenität von EHEC- Bakterien verantwortlich 
sind, haben ihre Lokalisation im Genom unter anderem auf so genannten 
Pathogenitätsinseln. Bisher wurden davon die Inseln LEE (locus of enterocyte 
effacement), HPI (high pathogenicity island), LPA (locus of protease and 
adherence) und TAI (tellurite resistence and adherence-conferring island) näher 
charakterisiert. Als sehr verbreitetes Pathogenitätsmerkmal gilt hierbei die 
Fähigkeit zur Bildung so genannter „Attaching and Effacing“ (A/E) Läsionen, die 
über eine enge Anhaftung der Bakterien an der intestinalen epithelialen 
Zellmembran und über eine induzierte Degeneration der Mikrovilli ihre Wirkung 
entfalten. Die hierfür nötige Erbinformation ist auf der Pathogenitätsinsel LEE 
kodiert, welche 43 kb umfasst. Insgesamt besteht LEE aus drei funktionellen 
Regionen, die sowohl das eae- Gen, das tir- Gen, esp- Gene und 
Genkodierungen zur Ausschleusung der entsprechenden Genprodukte 
enthalten. eae kodiert als Adhärenzfaktor das Protein Intimin, während tir für 
das passende Rezeptorprotein Tir (translocated intimin receptor) steht. Die esp- 
Produkte EspA, EspB und EspD sind verantwortlich für die Signaltransduktion, 
die die Funktionalität der A/E- Läsion gewährleistet. LEE ist in dieser Form 
besonders typisch für EHEC O157:H7. [ 17, 21, 24, 25, 38 ] 
Die Insel HPI dagegen wurde vornehmlich in O26- Stämmen gefunden. [ 18 ] 
Im TAI- Locus, der sowohl in O157-, als auch in non- O157 anzutreffen ist, 
wurde das Gen für Iha (IrgA homologous adhesin) entdeckt, welches einem 
Eisenregulator von Vibrio cholerae gleicht. Auch trägt die Pathogenitätsinsel die 
Erbinformation für eine Telluritresistenz, die den ausgestatteten Bakterien einen 
Selektionsvorteil sichert. [ 40 ] 
Im Jahre 2001 wurde von der Arbeitgruppe um Prof. Schmidt und Prof. Karch in 
LEE- negativen EHEC die Pathogenitätsinsel LPA entdeckt, welche unter 
anderem auch Gene trägt, die der Kodierung für das Protein Iha aus TAI 
gleichen. Ebenfalls trifft man auf ein Gen für einen Vitamin B12 Rezeptor (Btub). 
Besonders interessant ist dabei aber das Auftreten einer Serinprotease mit dem 




1.2. Serinprotease- Autotransporter 
Serinproteasen sind Enzyme, die mit Hilfe der aktiven OH- Gruppe eines Serin- 
Restes Peptidketten angreifen können und so zur Degradation von Proteinen 
führen. EspI zeigt dieses proteolytische Verhalten vornehmlich bei den 
Eiweißen Pepsin A und Apolipoprotein A-I [ 36 ]. Das hierfür verantwortliche 
Serin (*) befindet sich innerhalb einer konservierten Aminosäurensequenz, 
GDSGSP (Glycin- Asparaginsäure- Serin*- Glycin- Serin- Prolin), die als 
sogenanntes Serinprotease- Motiv typisch ist für eine Familie von Proteinen, die 
als SPATEs (serine protease autotransporters of Enterobacteriaceae) 
bezeichnet werden [ 13 ]. Der Begriff des Autotransporters bezieht sich dabei 
auf den Sekretionsweg, über den diese Proteine die Bakterienzelle verlassen. 
Dieses Sekretionssystem wurde erstmalig für die IgA1- Protease von Neisseria 
gonorrhoeae beschrieben [ 31 ] und beinhaltet drei Schritte, die in Abbildung 1.2 
dargestellt sind: der Transport durch die innere Membran des Bakteriums, der 
Weg innerhalb des periplasmatischen Raumes und die Translokation durch die 
äußere Membran. Das Autotransporterprotein unterliegt dabei 
Prozessierungsvorgängen am N- und C-terminalen Ende. Daher liegen die 
Autotransporter unmittelbar nach der Translation als Polyproteine in 3 Domänen 
vor, die als Signalsequenz, Sekretionsdomäne und β- Domäne bezeichnet 
werden. Die N- terminale Signalsequenz besteht dabei aus 27 Aminosäuren 
und realisiert die Passage durch den inneren Membrananteil, indem sie mittels 
Aktivierung des Sec- Apparates das Proprotein die Lipidphosphatdoppelschicht 
durchdringen lässt und dabei von einer Signalpeptidase abgespalten wird 
(Vorgang 1 in Abb. 1). Das Autotransporter- Proprotein existiert dann in einem 
periplasmatisches Zwischenstadium (Vorgang 2, Abb. 1), wobei ungeklärt ist, 
wie eine Degradation durch periplasmatische Proteasen unterbunden wird. 
Möglicherweise bilden sich Komplexe mit vorliegenden Chaperonen oder der 
Autotransporter liegt in einer schützenden Konfiguration im Sinne eines 
Autochaperons vor. Auch wäre es denkbar, dass die Ausschleusung durch die 
äußere Membran im unmittelbaren Anschluss an den Übergang durch die 
innere Membran erfolgt, so dass während des zeitlich eng begrenzten 
Aufenthalts im Periplasma kaum Proteolyse stattfinden kann.  
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Die Translokation durch die äußere Membran ist eng gekoppelt an die β- 
Domäne, gelegen am COOH- Ende des Proproteins. Dieser 
Autotransporteranteil bildet selbstständig im Periplasma eine fassförmige β- 
Faltblattstruktur, die als molekulare Pore in die äußere Membran integriert 
werden kann. Daher lässt sich auch die Bezeichnung Autotransporter ableiten. 
Die einzelnen β- Faltblätter der Pore sind dabei antiparallel angeordnet. Um 
einen Ringschluss der Struktur zu ermöglichen, gehen die erste und letzte 
Faltblattstruktur, die sich ebenfalls antiparallel gegenüberstehen, spontane 
Wasserstoffbrückenbindungen ein. Im Ring liegen dann die hydrophoben 
Seitenketten außen in der Lipiddoppelschicht eingebettet, während die 
hydrophilen Anteile das Zentrum der Pore bilden, durch die der Autotransporter 
dann an die Oberfläche des Bakteriums gelangen kann (Vorgang 3, Abb. 1). 
Die Pore an sich beinhaltet dabei eine gerade Anzahl (zwischen 10 und 18) von 
β- Faltblättern, wobei sich in den meisten Fällen der untersuchten 
Autotransporter 14 antiparallele Stränge zeigten.  
Hat dann der Autotransporter diese Pore überwunden, ergeben sich mehrer 
Möglichkeiten für die weiteren Vorgänge an der Zelloberfläche. Zum einen kann 
das Protein als intaktes Polyprotein gekoppelt an der bakteriellen Oberfläche 
verweilen, wobei es C- terminal angeheftet bleibt und mit seinem N- terminalen 
Ende mit der Umgebung Kontakt aufnehmen kann. Zum anderen besteht auch 
die Möglichkeit, dass der Autotransporter sich durch seine autoproteolytische 
Aktivität von der β- Domäne abspaltet, um sich dann wieder nichtkovalent daran 
zu binden. Auch gibt es die Eventualität, dass die Sekretionsdomäne 
autoproteolytisch oder durch an der äußeren Membran lokalisierte Proteasen 
abgespalten wird und ohne weitere Bindung an die Umgebung abgegeben wird, 

















Abb. 1: Sekretionsmodell der Autotransporter nach [ 13 ]  
1.3. Beispiele für SPATEs (serine protease autotransporters of 
Enterobacteriaceae 
Die SPATES gehören zu der wachsenden Familie von 
Autotransporterproteinen, die wahrscheinlich einen wichtigen Beitrag zur 
Pathogenität der Enterobacteriaceae leisten [ 4, 8, 12, 27 ]. Wichtige Vertreter 
sind zum Beispiel das Pet- Protein (plasmid- encoded toxin), welches in 
enteroaggregativen E.coli bekannt ist [ 26 ], Sat (secreted autotransporter toxin) 
aus uropathogenen E.coli [ 11 ] und auch SepA [ 3 ] und SigA [ 1 ] der Shigella-
Spezies. Ebenfalls von Bedeutung und Gegenstand dieser Arbeit sind die 
Serinproteasen Tsh (temperature- sensitive hemagglutinin) [ 8 ] aus 
vogelpathogenen E.coli, Pic (protein involved in intestinal colonization) [ 14 ], 
welches im Chromosom von enteroaggregativen E.coli, Shigella flexneri und 
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teilweise uropathogenen E.coli kodiert ist, sowie EspI (E.coli secreted protease, 
island encoded) [ 36 ] und EspP (E.coli secreted protease, plasmid encoded)     
[ 4 ] aus STEC.  
1.4. Zielsetzung der Arbeit 
In der vorliegenden Arbeit sollten die oben beschriebenen SPATEs Tsh, Pic, 
EspP und EspI in Hinblick auf ihr Vorkommen und ihre Verteilung in 
enterohämorrhagischen Escherichia coli untersucht werden. Dieses Screening 
sollte per Polymerasekettenreaktion durchgeführt werden. Bei einem Auftreten 
der einzelnen Serinproteasen bei bisher nicht dafür bekannten Serotypen, 
sollten durch DNA- Sequenzierung Vergleiche mit den bekannten Proteasen 
der typischen SPATE- Träger getätigt werden. Veränderungen oder 
konservierte Regionen könnten z.B. Hinweise für einen Gentransfer dieser 
Serinproteasen geben. 
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2. Material und Methoden 
2.1. Verwendete Materialien 
2.1.1. Geräte 
Werkbank: BDK Luft- u. Reinlufttechnik GmbH 
Brutschrank: function line Typ B12; Heraeus 
Thermocycler: T-Gradient, T-Personal; 
 Thermocycler Biometra 
 i-Cycler; Biorad 
Elektrophoresekammer: Com Phor Mini; Bioplastics BV 
Elektrophoresenetzteile: Consort E 143; Biozym Diagnostik  
Reagenzglasschüttler: Eurolab; Merck  
Thermomixer: Thermomixer comfort 1,5 ml,  
 Eppendorf 
Schüttler: MR 3001; Heidolph 
Zentrifuge: Centrifuge 5417 R; Eppendorf 
 Personal Centrifuge Mini Spin Plus; 
 Eppendorf 
Waage: Scout II; Ohaus 





Kopierprozessor: Video copy processor P67E; 
 Mitsubishi 
Imager: Lumi-imager F1; Boehringer 
 
Reagiergefäße: Microtube 1,5 ml 
 Safety cap; Sarstedt 
Racks und Halter für Reaktionsgefäße: Eppendorf 
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Pipetten: Eppendorf Reference 
 0,5-10 µl; 2-20 µl, 100- 1000 µl; 
 Eppendorf 
Pipettenspitzen: 10 µl-200 µl-1000 µl; Sarstedt 
PCR-Gefäße: 0,2 ml Thermo-Strip; Abgene 
PCR-Reaktionsstreifen: 8x12 Cap Strips; Abgene 
Waage: Scout II; Ohaus 
Agar-Platten: Nährbodenküche des Institut für  
 Mikrobiologie der Universität Münster 
DNS- Sequenzierer DNA- Sequencer 377A, Perkin Elmer  
 AppliedBiosystems; Weiterstadt
  
Sequenzanalyse - Software: NCBI GeneBlast  
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 
DNASIS 2.0 (Hitachi Software, San 
Bruno, Calif) 
 
2.1.2. Nährmedium zur Anzucht der Bakterien 
Sorbit-MacConkey-Agar (SMAC-Agar) 
 
pH 7,1 +/- 0,2 
Sorbit 10,0 
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2.1.3. Reagenzien und Chemikalien für Polymerasekettenreaktion 
Taq-DNA-Polymerase: 5 units/µl, 250 Units 
 Peqlab Biotechnologie GmbH,  
 Erlangen 
 
10 fach Reaktionspuffer: 200 mM Tris HCl (pH 8,55) 
 160 mM (NH4)2SO4 
 0,1% Tween 20 
 20 mM MgCl2 
 Peqlab Biotechnologie GmbH,  
 Erlangen 
5 x Enhancer Solution P: Peqlab Biotechnologie GmbH,  
 Erlangen 
dNTP: 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP 
Primer: 30 pmol/µl 
 Sigma-Ark, Steinheim 
NaCl: 0,9%ig steril, (M 58,44) 
 
2.1.4. Reagienzien und Chemikalien für Agarosegelelekrophorese 
Agarose: NEEO Ultra-Qualität, Carl Roth  
 GmbH & Co. 
Gel loading buffer: 5,625 ml Bromphenolblau 0,4%  
 (0,0225 g) 
 2,25 ml Xylencyanol 1% (0,0225 g) 
 1,5 ml EDTA 0,5 µ, pH 8,0 
 20,325 ml Glycerol 
 0,3 ml SDS 10% 
TBE-Puffer (5-fach): 54 g Tris-Base; Roth 
 27,5 g Borsäure; Roth 
 20 ml 0,5 M EDTA (pH 3,0) 
 Mit VE-Wasser auf 500 ml auffüllen 
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TBE-Puffer (1-fach): 200 ml 5-fach TBE-Puffer mit VE- 
 Wasser auf 2000 ml auffüllen 
Ethidiumbromid 200 µg Ethidiumbromid in 1 l  
 Aq.dest. 
1 kb Ladder Invitrogen 
 
2.1.5. Reagienzien und Chemikalien für PCR- Sequenzierung 
Sodiumacetat  
Ethanol nichtdenaturiert, 96%ig; 
Binding Buffer ABI Prism Big dye Terminator Ready  
Wash Buffer  Reaction Cycle Sequencing Kit, 
5-fach Reaktions- Puffer  Perkin Elmer Applied Biosystems;  
Premix  Weiterstadt  
  
2.1.6. Bakterienstämme 
Um eine Aussage über das Vorkommen und die Verteilung von Serinprotease- 
Autotransportern in Shiga Toxin- produzierenden Escherichia coli machen zu 
können, wurden insgesamt 152 STEC- Stämme aus 22 verschiedenen 
Serotypen zur Untersuchung herangezogen. Die dabei verwendeten Bakterien 
wurden der Stammsammlung von Prof. Dr. rer. nat. H. Karch entnommen und 
stammen von Isolaten, die die Hygieneinstitute der Universitäten Würzburg und 
Münster aus Stuhlproben STEC- infizierter Patienten in einem Zeitraum bis 
2002 gewonnen und charakterisiert hatten. Es wurden sowohl die klassischen 
Vertreter dieses Pathotyps der Kolibakterien [ 17 ] wie O157:H-/H7, O26:H-
/H11, O103:H2, O111:H-/H2 und O145:H- analysiert, als auch die eher 
selteneren O-Antigentypen, wie z.B. 76, 05, 08, 113 und 146 (Liste siehe Tab. 
3.1.9, S.34). Somit konnten sowohl eae- positive und eae- negative, als auch 
verschiedene Shiga Toxin- Genotypen erfasst werden.  
Ebenfalls wurden zur Sicherung der PCR- Ergebnisse die Referenzstämme der 
jeweiligen Autotransporterproteine in die Untersuchungen mit einbezogen. Für 
das tsh- Gen konnte hierfür der E.coli- Stamm EB1 (O8-K43) verwendet 
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werden, welcher aus intraabdominellen Wundinfektionen isoliert wurde [ 27 ]. 
Dieser Stamm ist Träger der „hemoglobin-binding protease“ (Hbp), welche 
identisch ist mit Tsh [ 27, 28 ]. Da tsh typischerweise in APEC´s (Avian 
pathogenic Escherichia coli) vorkommt, wurden auch 5 von diesen im Zuge der 
Arbeit untersucht. 
Als Positivprobe für das pic- Gen wurde ein Shigella flexneri 2a- Stamm 
eingesetzt [ 14 ]. S. flexneri ist genetisch eng verwandt mit E.coli und gehört zur 
Gruppe B der Shigellagattung. Eine Infektion mit diesem Bakterium ruft u.a. 
wässrige Diarrhoen im Zuge einer bakteriellen Dysenterie hervor. 
Die Serinprotease EspI wurde erstmalig in der Pathogenitätsinsel LPA („locus of 
proteolysis activity“) im O91:H- E.coli- Stamm 4797/97 nachgewiesen [ 36 ]. 
Darum diente dieser Stamm auch in der hier vorliegenden Arbeit als 
Referenzstamm.  
Um auch eine Aussage über die Verteilung des espP- Gens machen zu 
können, wurde als entsprechenden Positivprobe der EHEC O157:H7 Stamm 
EDL 933 verwendet [ 4, 5 ]. Dieser konnte 1982 in den USA von Patienten 
isoliert werden, die von einem Ausbruch der hämorrhagischen Colitis betroffen 
waren [ 33, 42 ]. 
Entsprechend der Verwendung von Positivproben, wurde durch das Einsetzten 




Um frische Kolonien der benötigten Stämme zu erhalten, wurde das jeweilige 
Bakterienmaterial aus der in LB- Stichagar- Röhrchen gelagerten 
Stammsammlung entnommen. Die so gewonnenen STEC- Proben wurden per 
Dreiösenausstrich auf SMAC-Platten aufgetragen und über Nacht bei 37°C 
inkubiert. Ziel war es möglichst Einzelkolonien zu erzeugen, die dann für die 
PCR- Reaktion verwendet werden konnten. 
Die beimpften Agarplatten wurden bei 4°C längstens 2 Wochen aufbewahrt. 
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2.2.2. Polymerasekettenreaktion 
Alle in dieser Arbeit durchgeführten PCR- Reaktionen fanden unter den 
gleichen Rahmenbedingungen statt, deren Ablauf in Abb. 2. beispielhaft 
dargestellt ist. Das PCR- Programm besteht aus einem Denaturierungsschritt, 
einem Annealingschritt und einem Elongationsschritt. Die Denaturierung erfolgt 
zumeist bei 94°C und hat eine Auftrennung der gegenläufigen Stränge der 
Template- DNA zur Folge. Bei der nun folgenden Abkühlung auf  
Annealingtemperatur, die abhängig ist von den verwendeten 
Oligonukleotidprimern, erfolgt eine Hybridisierung der Primer an die 
Einzelstrang- Template- DNA. Bei der wiederum folgenden Erwärmung auf 
72°C arbeitet die Taq- Polymerase, die aus Thermus aquaticus, einem 
hitzestabilen Bakterienstamm gewonnen wird [ 23 ] am optimalsten und stellt 
wieder eine Doppelstrang- DNA her. Die Template- DNA ist nun verdoppelt und 




Primer 1 Primer 2
Elongation (72 °C)
Zweitstrangsynthese durch Taq- DNA- Polymerase
30 Zyklen
bei durchschnittlichem Vermehrungsfaktor von 2,
Vehrmehrung der DNA auf 109 Amplifikationsprodukte
Elektrophorese
Auftragen des PCR- Produktes 
auf Agarosegel




Abb. 2: Ablauf einer PCR (nach [ 23 ]) 
 
Um die Ausgangs- DNA (template) für die oben benannten Schritte zu erhalten, 
wurden eine frische Einzelkolonie einer beimpften und inkubierten Platte 
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entnommen, was circa 105 Einzelbakterien entspricht. Diese wurden in 50µl 
steriler 0,9%iger NaCl-Lösung suspendiert. Als Reaktionsansatz wurden dann 
folgende Reagenzien in ein 1,5 ml Microtube pipettiert: 
 
13,1 µl H2O 
2,5 µl 10xReaktionspuffer 
5,0 µl Enhancer Solution P 
0,5 µl dNTP –Lösung (10mM) 
0,5 µl Primer 1 (30 ρmol/µl) 
0,5 µl Primer 2 (30 ρmol/µl) 
0,4 µl Taq-DNA-Polymerase 
2,5 µl Bakteriensuspension 
 
Diese Lösung wurde dann im Thermocycler zunächst 5 Minuten bei 94°C 
erhitzt, was der ersten Denaturierung entsprach. Dann erfolgten die einzelnen 
oben beschriebenen PCR- Schritte mit ihren jeweiligen Bedingungen, die für 
jedes hier untersuchte Gen in Tabelle 2.2.2a dargestellt sind. Die Reaktionen 
wurden dann mit einem abschließenden Polymerisationsschritt von 5 Minuten 
vervollständigt. 
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Tab. 2.2.2a: Primer Bedingungen 
T (°C) Zeit(s) T (°C) Zeit(s) T (°C) Zeit(s)
KS7 stx1B 94 30 52 60 72 60 285 [35]
KS8 stx1B EDL 933
LP43 stx2A 94 30 57 60 72 60 584 [6]
LP44 stx2A EDL 933
SK1 eae 94 30 52 60 72 60 863 [35]
SK2 eae EDL 933
Tsh-f tsh 94 30 54 60 72 60 [7]
Tsh-r tsh EB1
Tsh1- 1 tsh 94 30 54 60 72 60 620 [8}
Tsh1- 2 tsh EB1
Pic-f pic 94 30 54 60 72 60 389 [7]
Pic-r pic Shigella flex. 2a
ShET1AUpper pic 94 30 54 60 72 60 309 [10]
ShET1ALower pic Shigella flex. 2a
esp-A espP 94 30 56 60 72 150 1830 [4]
esp-B espP EDL 933
espI-I espI 94 30 52 60 72 60 560 [36]
espI-II espI 4797/97
Iha-I iha 94 30 56 60 72 90 1305 [36]
Iha-II iha 4797/97
btuB-I btuB 94 30 55 60 72 90 1032 [36]
btuB-II btuB 4797/97
espI-B espI- iha 94 30 54 60 72 240 3916 [36]
















PCR- Bedingungen Länge des PCR- 




Die in dieser Arbeit verwendeten Primersequenzen sind der folgenden Tabelle 
2.2.2b zu entnehmen. 
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Tab. 2.2.2b: Oligonukleotidsequenzen der verwendeten Primer 
KS7 5´-CCC GGA TCC ATG AAA AAA ACA TTA TTA ATA GC- 3´ stx1B
KS8 5´-CCC GAA TTC AGC TAT TCT GAG TCA ACG- 3´ stx1B
LP43 5´-ATC CTA TTC CCG GGA GTT TAC G- 3´ stx2A
LP44 5´-GCG TCA TCG TAT ACA CAG GAG C- 3´ stx2A
SK1 5´-CCC GAA TTC GGC ACA AGC ATA AGC- 3´ eae
SK2 5´-CCC GGA TCC GTC TCG CCA GTA TTC G- 3´ eae
Tsh-f 5´-TTG AAG GCG GCA GAT TAT GG- 3´ tsh
Tsh-r 5´-AGC TCC GTC CAT CAC CAG AG- 3´ tsh
Tsh1- 1 5´-GGT GGT GCA CTG GAG TGG- 3´ tsh
Tsh1- 2 5´-AGT CCA GCG TGA TAG TGG- 3´ tsh
Pic-f 5´-ATC CCA GGC GGG TAT TGT C- 3´ pic
Pic-r 5´-GCA TTG GCT TTG GTT CCT TCT G- 3´ pic
ShET1AUpper 5´-TCA CGC TAC CAT CAA AGA- 3´ pic
ShET1ALower 5´-TAT CCC CCT TTG GTG GTA- 3´ pic
esp-A 5´-AAA CAG CAG GCA CTT GAA CG- 3´ espP
esp-B 5´-GGA GTC GTC AGT CAG TAG AT- 3´ espP
espI-I 5´ -ATG GAC AGA GTG GAG ACA G- 3´ espI
espI-II 5´ -GCC ACC TTT ATT CTC ACC A- 3´ espI
Iha-I 5´-CAG TTC AGT TTC GCA TTC ACC- 3´ iha
Iha-II 5´-GTA TGG CTC TGA TGC GAT G- 3´ iha
btuB-I 5´-GCC CCT TCC CAC TGT TTA CT- 3´ btuB
btuB-II 5´-GGT ATT GAT TGA TGG AGT GCG- 3´ btuB
espI-B 5´-GAG AAA GAC TGG AAA AAT CAA G- 3´ espI- iha





Nachdem der oben benannte Reaktionsansatz die PCR durchlaufen hatte, 
wurde dieser mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese auf Vorliegen eines PCR- 
Produktes untersucht. Es wurden horizontale Agarosegele mit einer 
Konzentration von 1,5% verwendet. Dafür wurde die Agarose mit TBE- Puffer 
aufgekocht und anschließend wieder auf 60°C abgekühlt, um optimale 
Gießeigenschaften zu erreichen. Anschließend wurde mit Hilfe eines 
Gelschlittens und eines Kammes ein Gel mit Taschen gegossen, welches nach 
seiner Erstarrung, mit 1-fach TBE- Puffer bedeckt, in die 
Elektrophoresekammer eingelegt werden konnte. In die Taschen wurde dann 
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das PCR- Produkt einpipettiert, wobei ich in dieser Arbeit folgendes Schema 
verwendete: in Tasche 1 der 1 kb Ladder, in Tasche 2 die Positivprobe, in den 
darauf folgenden Taschen die einzelnen Templateprodukte und in die letzte 
Tasche die Negativkontrolle. Die Elektrophorese erfolgte bei etwa 1,5 V/cm² Gel 
bis der sichtbare Gel- loading- buffer bis zum unteren Drittel der zurückgelegten 
Strecke gelaufen war. Anschließend erfolgte eine 20 minütige Färbung im 
Ethidiumbromidbad mit nachfolgender kurzer Entfärbung in Wasser, um eine 
bessere Differenzierung der Banden zu gewährleisten. Das Ergebnis konnte so 
unter UV- Durchlicht sichtbar gemacht und dokumentiert werden. 










Abb. 3: Beispiel einer Geldokumentation im UV- Durchlicht nach 
Ethidiumbromidfärbung, PCR für Shiga Toxin 1 und 2 in verschiedenen O26 
Stämmen 
2.2.4. DNA- Sequenzierung 
Als Basis für die DNA- Analyse diente die Didesoxy- Methode nach Frederick 
Sanger [ 34 ], der 1980 für seine Verdienste auf dem Gebiet der DNA- 
Sequenzierung zusammen mit seinem Kollegen Walter Gilbert den Nobelpreis 
erhielt: 
Die per PCR gewonnenen Oligonukleotide, deren Sequenz von Interesse war, 
wurden zunächst mit Hilfe des Sequencing- Kits von Applied Biosystems 
aufgereinigt. Die so gewonnene DNA konnte dann einer Sequenzierungs- PCR 
2. Material und Methoden 
 18
aus 25 Zyklen unterzogen werden, wobei 10 ng DNA pro 100 bp Länge des zu 
untersuchenden PCR- Produktes der Reaktion zugeführt werden mussten. 
 
Reaktionsansatz: 10 ng/100 bp DNA 
 1,0 µl Primer (10 pmol)  
 1,5 µl 5x Puffer 
 1,0 µl Prämix 
 H2O bidest. ad 10 µl 
 
Der Ablauf der PCR untergliederte sich in den Denaturierungsschritt bei 96°C 
für 10 s, in die Hybridisierung mit der jeweiligen Primer- abhängigen 
Annealingtemperatur für 15 s und in die Polymerisation (60°C, 4min). Die 
entstehenden Produkte wurden daraufhin durch Ethanolfällung erneut 
aufgereinigt. 
 
Aufreinigungsansatz: 10 µl PCR- Produkt 
 1,5 µl Sodiumacetat (pH 4.6) 
 31,25 µl nichtdenaturiertes 96%iges  
 Ethanol 
 7,25 µl H2O 
 
Das Prinzip der hier verwendete Alkohol- Fällung beinhaltet das Versetzen der 
Nukleinsäure- Lösung mit einem monovalenten Salz und einem Alkohol. Die 
Nukleinsäure fällt in dieser Lösung spontan aus und wird durch Zentrifugation 
pelletiert. Danach wird mit Ethanol gewaschen, um Salz- und Alkoholreste zu 
entfernen. Hier wurde entsprechend bei 14000 g zentrifugiert und mit 70% 
Ethanol gewaschen. 
 
Die Analyse der so erhaltenen DNA erfolgte dann im Hygiene - Institut Münster 
mit Hilfe des automatischen Sequenzierers ABI Prism 3100 Avant Genetic 
Analyzer (Perkin- Elmer Applied Biosystems, Weiterstadt, Germany). 
Anschließend wurden die gewonnenen Nukleotidsequenzen mit Hilfe von 
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DNASIS (Hitachi Software, San Bruno, Calif.) analysiert. Sequenz- Homologien 
konnten durch die Anwendung des NCBI GeneBlast 





3.1. Ergebnisse des PCR- Verfahrens 
Ziel dieser Arbeit war es, das Vorkommen und die Verteilung der Gene für die 
Serinproteasen Tsh (temperature- sensitive hemagglutinin), Pic (protein 
involved in intestinal colonisation), EspP (E.coli secreted protease, plasmid 
encoded) und EspI (E.coli secreted protease, island encoded) mittels PCR in 
Shiga Toxin- produzierenden Escherichia coli zu untersuchen. Dafür wurden 
insgesamt 152 STEC- Stämme aus 22 verschiedenen Serotypen 
herangezogen, um einen möglichst großen Überblick zu erlangen. Die 
jeweiligen Isolate sind nachfolgend, entsprechend ihrer O-Antigene geordnet, 
dargestellt und in Tabellenform beschrieben. 
3.1.1. Serinproteasen in STEC der Serogruppe O157 
Hierbei wurden insgesamt 39 Stämme in Hinblick auf die 4 Serinproteasen 
untersucht. Es zeigte sich, dass weder tsh, pic, noch espI nachweisbar waren. 
Allerdings besaßen 43,6% der E.coli O157- Isolate das Gen für die 
Serinprotease EspP. Schlüsselt man dieses Ergebnis nach der Fähigkeit der 
STEC zur Sorbitfermentation auf, so zeigt sich, dass die nicht Sorbit 
fermentierenden Stämme der Serogruppe O157:H7 zu 89,5% espP- positiv 
sind, während die sorbit- fermentierenden STEC O157:H- dieses Gen 
ausnahmslos nicht besitzen.  
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Tab. 3.1.1: Vorkommen von Serinproteasen in STEC der Serogruppe O157 
a)nicht Sorbit fermentierend 
Serotyp Stamm Klinik Stx-Genotyp 
Sorbit.-
ferm. eae tsh pic espI espP 
O157 : H7  4391/96 HUS 1 + 2 neg. pos. neg. neg. neg. pos. 
O157 : H7  7898/96 HUS 2 neg. pos. neg. neg. neg. pos. 
O157 : H7  3010/96 D 2 neg. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H7  4597/96 D 2 neg. pos. neg. neg. neg. pos. 
O157 : H7  3232/96 HUS 2 neg. pos. neg. neg. neg. pos. 
O157 : H7  4366/96 HUS 2 neg. pos. neg. neg. neg. pos. 
O157 : H7  6334/96 HUS 2 neg. pos. neg. neg. neg. pos. 
O157 : H7  4011/96 HUS 2 neg. pos. neg. neg. neg. pos. 
O157 : H7  6831/96 D 2 neg. pos. neg. neg. neg. pos. 
O157 : H7  4589/97 D 2 neg. pos. neg. neg. neg. pos. 
O157 : H7  2575/97 HUS 2 neg. pos. neg. neg. neg. pos. 
O157 : H7  6468/97 HUS 2 neg. pos. neg. neg. neg. pos. 
O157 : H7  2857/98 HUS 2 neg. pos. neg. neg. neg. pos. 
O157 : H7  3205/98 HUS 2 neg. pos. neg. neg. neg. pos. 
O157 : H7  1867/99 HUS 2 neg. pos. neg. neg. neg. pos. 
O157 : H7  0865/99 D 2 neg. pos. neg. neg. neg. pos. 
O157 : H7  4544/99 D 1 + 2 neg. pos. neg. neg. neg. pos. 
O157 : H7  5900/96 D 2 neg. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H7  2483/00 HUS 2 neg. pos. neg. neg. neg. pos. 
b)Sorbit fermentierend 
O157 : H- 0296/96 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- 1995/96 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- 2471/96 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- 3816/96 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- 1533/96 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- 1599/96 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- 3072/96 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- 5869/96 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- 16110/96 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- 0340/97 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- 4180/97 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- 4368/98 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- 3573/98 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- 4100/99 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- 5376/99 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- 2584/99 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- 2696/99 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- DN301/00 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O157 : H- 2518/00 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 






Abb. 4: Ergebnis einer PCR- Analyse zum Nachweis von espP in nicht Sorbit 
fermentierenden E.coli O157 Stämmen 
 
Spur E.coli- Stamm  Spur E.coli- Stamm 
+ EDL 933  11 2575/97 
1 4391/96  12 6468/97 
2 7898/96  13 2857/98 
3 3010/96  14 3205/98 
4 4597/96  15 1867/99 
5 3232/96  16 0865/99 
6 4366/96  17 4544/99 
7 6334/96  18 5900/96 
8 4011/96  19 2483/00 
9 6831/96  - C600 
10 4589/97    
















3.1.2. Serinproteasen in STEC der Serogruppe O145 
Um die Verteilung der Serinproteasen in der Serogruppe O145 abzuleiten, 
wurden 21 Isolate untersucht. Erneut waren die Gene für tsh und pic nicht per 
PCR nachweisbar. Allerdings gelang in 5 Fällen der Nachweis von espI, was 
einem prozentualen Anteil von 23,8% entspricht. Da die untersuchten Stämme 
alle eae-positiv, also LEE positiv waren, war dies ein nicht den Erwartungen 
entsprechendes Ergebnis. Bisher wurde espI nur in der Pathogenitätsinsel LPA 
der eae- negativen Isolate vermutet. Die hier durchgeführte PCR- Untersuchung 
der an espI angrenzenden Gene für Iha und BtuB zeigte jedoch, dass sich das 
hier vorliegendende espI nicht auf LPA, sondern an einer anderen Stelle im 
Genom befinden musste. Die Testung auf espP war in 19 von 21 Fällen 
(90,5%) erfolgreich. Als auffällig erschien, dass alle espI- positiv getesteten 
O145 Serovare auch espP positiv waren. 
Tab. 3.1.2.: Vorkommen von Serinproteasen in STEC der Serogruppe O145 
Serotyp Stamm Klinik Stx-Genotyp 
Sorbit.-
ferm. eae tsh pic espI espP 
O145 : H- 3985/96 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O145 : H- 4865/96 HUS 2e pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O145 : H- 5157/96 D 2 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O145 : H- 2296/97 HUS 2 pos. pos. neg. neg. pos. pos. 
O145 : H- 2074/97 HUS 1 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O145 : H- 0893/98 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O145 : H- 5510/97 BD 2 pos. pos. neg. neg. pos. pos. 
O145 : H- 1406/98 D 2 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O145 : H- 0488/99 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O145 : H- 2032/99 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O145 : H- 3036/99 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O145 : H- 3485/99 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O145 : H- 3517/99 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O145 : H- 4557/99 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O145 : H- 2839/98 HUS 1 neg. pos. neg. neg. pos. pos. 
O145 : H- 1695/00 HUS 2 pos. pos. neg. neg. pos. pos. 
O145 : H- 4672/99 HUS 1+2 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O145 : H- 5244/00 HUS 1 pos. pos. neg. neg. pos. pos. 
O145 : H25 0917/99 D 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O145 : H25 0860/99 D 1 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 




Abb. 5: Ergebnis einer PCR- Analyse zum Nachweis von espI in E.coli O145 
Stämmen 
 








3.1.3 Serinproteasen in STEC der Serogruppe O136 
Dieser Stamm war zunächst im Zuge der Testung dem O145- Typus 
zugeordnet worden, stellte sich aber im Nachhinein als Träger der 
Antigenstruktur O136 heraus und ist darum hier im Anschluss an das O145- 
Kapitel eingeordnet. Seine Existenz ist in Anbetracht dessen gesondert 
hervorzuheben, da er Träger des pic- Genes ist und somit eine Sonderstellung 
bei den hier untersuchten EHEC einnimmt. Das pic- Gen konnte in dieser Arbeit 
in nur 6 Fällen nachgewiesen werden (siehe Kapitel 3.1.7 „Serinproteasen in 
eae- negativen Stämmen“).  
Für tsh, espI und espP war dieser Stamm in der PCR- Untersuchung negativ. 
Tab. 3.1.3.: Vorkommen von Serinproteasen in STEC der Serogruppe O136 
Serotyp Stamm Klinik Stx-Genotyp 
Sorbit.-
ferm. eae tsh pic espI espP 
O136 : H- 5951/97 HUS 2 pos. pos. neg. pos neg. neg. 










3.1.4. Serinproteasen in STEC der Serogruppe O103 
Die PCR- Ergebnisse bei den hier untersuchten 19 EHEC der Gruppe O103 
waren sowohl bei tsh, als auch bei pic und espP wiederholt negativ. 
Hervorstechend war ein isoliertes Vorkommen von espI bei dem eae- positiven 
Stamm 2905/96. Auch bei ihm ließ sich wie bei den entsprechenden O145 
Isolaten keine Assoziation mit LPA nachweisen. 
 
Tab. 3.1.4.: Vorkommen von Serinproteasen in STEC der Serogruppe O103 
Serotyp Stamm Klinik Stx-Genotyp 
Sorbit.-
ferm. eae tsh pic espI espP 
O103 : H2 7828/95 HUS 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O103 : H2 3942/96 HUS 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O103 : H2 2905/96 D 1 pos. pos. neg. neg. pos. neg. 
O103 : H2 3381/96 D 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O103 : H2 5577/96 D 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O103 : H2 5714/96 D 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O103 : H2 2576/97 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O103 : H2 3594/97 D 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O103 : H2 5578/97 D 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O103 : H2 5538/97 D 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O103 : H18 1246/97 BD 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O103 : H18 1909/97 BD 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O103 : H2 0885/98 D 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O103 : H2 4537/98 D 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O103 : H2 2969/99 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O103 : H2 2491/99 D 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O103 : H2 1557/00 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O103 : H2 0514/00 D 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 











3.1.5. Serinproteasen in STEC der Serogruppe O111 
Es wurden 13 Stämme getestet, die alle keinerlei Hinweise auf tsh, pic, espI 
oder espP zeigten. 
 
Tab. 3.1.5.: Vorkommen von Serinproteasen in STEC der Serogruppe O111 
Serotyp Stamm Klinik Stx-Genotyp 
Sorbit.-
ferm. eae tsh pic espI espP 
O111 : H- 4417/96 HUS 1 pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O111 : H- 6037/96 HUS 1 + 2 pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O111 : H- 5380/96 D 1 pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O111 : H2 5721/96 D 1 pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O111 : H2 5727/96 D 1 pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O111 : H- 6366/97 HUS 1 + 2 pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O111 : H- 3732/97 D 1 pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O111 : H- 5556/97 D 1 pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O111 : H- 3997/98 HUS 1 + 2 pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O111 : H- 3648/98 D 1 pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O111 : H- 4556/99 D 1 pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O111 : H- 1187/00 HUS 1 + 2 pos. neg. neg. neg. neg. neg. 



















3.1.6. Serinproteasen in STEC der Serogruppe O26 
Bei den 20 getesteten Stämmen waren tsh, pic und espI komplett nicht 
nachweisbar. Das Gen für EspP ließ sich per PCR in 11 Fällen darstellen, was 
einem Anteil von 0,55 entspricht. 
 
Tab. 3.1.6.: Vorkommen von Serinproteasen in STEC der Serogruppe O26 
Serotyp Stamm Klinik Stx-Genotyp 
Sorbit.-
ferm. eae tsh pic espI espP 
O26:H11 1226/65 D 1 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O26:H11 3608/71 D 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O26:H11 1557/77 D 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O26:H11 0044/83 ID 1 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O26:H11 2350/85 HUS 1 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O26:H11 0037/89 HUS 1 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O26:H11 0081/93 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O26:H- 4166/94 HUS 1 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O26:H11 0149/95 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O26:H- 5720/96 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O26:H- 7662/96 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O26:H- 3901/97 HUS 1+2 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O26:H11 4038/97 D 2 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O26:H- 5080/97 HUS 1+2 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O26:H- 2150/98 ? 1+2 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O26:H- 0573/99 D 1+2 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 
O26:H11 2640/99 HUS 1+2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O26:H11 1530/99 HUS 2 pos. pos. neg. neg. neg. neg. 
O26:H11 3073/00 HUS 1+2 pos. pos. neg. neg. neg. pos. 













3.1.7. Serinproteasen in eae- negativen STEC  
Eine statistische Aufgliederung nach einzelnen Serogruppen erschien bei den 
eae- negativen EHEC als wenig sinnvoll, da pro Serogruppe nur jeweils ein bis 
acht Stämme vorlagen. Unterschieden wurde hier in Isolate, die der 
Stammsammlung von Prof. Dr. rer. nat. H. Karch aus den Universitäten 
Würzburg und Münster entnommen wurden und in Isolate der Stammsammlung 
des Robert - Koch - Instituts Wernigerode. 
Bei den eae- negativen EHEC aus der Sammlung von Münster und Würzburg 
verblieb die Suche nach den vier SPATEs ohne positives Ergebnis.  
 
Tab. 3.1.7a.: Vorkommen von Serinproteasen in eae- negativen Stämmen  
Serotyp Stamm Klinik Stx-Genotyp 
Sorbit.-
ferm. eae tsh pic espI espP 
ONT : H- 02771/97 D 2e pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
08 : HNT 03054/97 E/F 2e pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
ONT : H- 03583/97 D 2e pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
ONT: H10 24059/97 A 2e pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
ONT : H- 24066/97 A 2e pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
ONT : H- 26725/97 A 2e pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
08 : H- 03229/98 ? 2e pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
ONT : H19 03357/98 ? 2e pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
08 : H10 03615/99 HUS 2e pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
08 : H19 DN665/00 ? 2e pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
08 :HNT 03096/00 D 2e pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
ONT : HH E233/01 ? 2e neg. neg. neg. neg. neg. neg. 











Die Isolate aus Wernigerode zeigten im Gegensatz dazu eine eindeutige 
Verbreitung des Genes für EspI, welches in 13 von 22 Fällen (59,1%) auftrat. 
espP zeigte sich in zwei Fällen, die der Serogruppe O178 und O22 
entsprachen. 
 
Tab. 3.1.7b.: Vorkommen von Serinproteasen in eae- negative Stämme aus der 
Stammsammlung des Robert - Koch - Instituts Wernigerode 
Serotyp Stamm Klinik Stx-Genotyp 
Sorbit.-
ferm. eae tsh pic espI espP 
O5 : H- 02-00237 D 1c + 2d pos. neg. neg. neg. pos. neg. 
O75 : H8 2030/00 A 1c + 2d pos. neg. neg. neg. pos. neg. 
O8 : H19 7139/96 A 1c  pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O22 : H8 00-06594 A 2 pos. neg. neg. neg. neg. pos. 
O76 : H19 02-06592 D 1c  pos. neg. neg. pos. pos. neg. 
O91 : H- 02-03777 D 1 pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O78 : H- 3653/97 D 1c  pos. neg. neg. neg. pos. neg. 
O113 : H21 02-03706 D 2 pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O113 : H4 02-02174 A 1c + 2d pos. neg. neg. neg. pos. neg. 
O113 : H21 01-05249 D 2 pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O128 : H2 3115/97 A 1c + 2d pos. neg. neg. neg. pos. neg. 
O153 : H18 02-09063 D 1 pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O128 : H2 3171/97 D 1c + 2d pos. neg. neg. neg. pos. neg. 
O146 : H8 99-04524 D 1 pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O146 : H31 99-08365 D 1c + 2d pos. neg. neg. neg. pos. neg. 
O146 : H21 02-07580 A 1c + 2d pos. neg. neg. neg. pos. neg. 
O174 : H8 02-05663 D 1c  pos. neg. neg. neg. pos. neg. 
O181 : H16 01-06820 D 1c + 2d pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
O174 : H8 02-02348 D 1c + 2d pos. neg. neg. neg. pos. neg. 
O178 : H19 02-03738 D 2 pos. neg. neg. neg. neg. pos. 
O176 : H- 4728/00 A 1c + 2d pos. neg. neg. neg. pos. neg. 










KB 1 2+ 3 4 5 -6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
espI  
Abb. 6:Ergebnis einer PCR- Analyse zum Nachweis von espI in eae- negativen 
E.coli Stämmen aus der Stammsammlung des Robert - Koch - Instituts 
Wernigerode 
 
Spur E.coli- Stamm  Spur E.coli- Stamm 
+ 4797/97  12 02-09063 
1 02-00237  13 3171/97 
2 2030/00  14 99-04524 
3 7139/96  15 99-08365 
4 00-06594  16 02-07580 
5 02-06592  17 02-05663 
6 02-03777  18 01-06820 
7 3653/97  19 02-02348 
8 02-03706  20 02-03738 
9 02-02174  21 4728/00 
10 01-05249  22 01-08602 




Wiederholt ließ sich auch das Gen für Pic, dessen Vorkommen bisher nur im 
Genom von Shigella flexneri und enteroaggregativer E.coli (EAEC) bekannt 
war, in einem O76- Stamm nachweisen. Daraufhin wurden alle verfügbaren 
O76- Isolate auf pic hin untersucht, die dabei alle das entsprechende PCR- 
Produkt präsentierten. 
 
Tab. 3.1.7c.: Vorkommen von Serinproteasen in STEC der Serogruppe O76 
Serotyp Stamm Klinik Stx-Genotyp 
Sorbit.-
ferm. eae tsh pic espI espP 
O76 : H19 02-06592 D 1c pos. neg. neg. pos. pos. neg. 
O76 : H19 02-01942 D 1c pos. neg. neg. pos. neg neg. 
O76 : H19 02-1528 D 1c pos. neg. neg. pos. neg. neg. 
O76 : H19 02-01503 D 1c pos. neg. neg. pos. neg. neg. 
O76 : H19 02-00570 ? 1c pos. neg. neg. pos. neg. neg. 
 









Abb. 7: Ergebnis einer PCR- Analyse zum Nachweis von tsh und pic in E.coli 
O76- Stämmen 
 
Spur E.coli- Stamm  Spur E.coli- Stamm 
+ O8-K43 (tsh) 
Shigella flexneri 2a 
(pic) 
 4 02-1528 
1 02-06592  5 02-01503 
2 02-06592   6 02-00570 




3.1.8. Serinproteasen in APEC- Stämmen 
Tsh (temperature- sensitive hemagglutinin), welches von vogelpathogenen 
E.coli (APEC, avian pathogenic E.coli) gebildet wird, konnte in der vorliegenden 
Arbeit in keinem der untersuchten humanpathogenen STEC nachgewiesen 
werden. Dieser Autotransporter blieb auf die hier ebenfalls untersuchten und 
nachfolgend abgebildeten vogelpathogenen Stämme beschränkt, wobei das 
Gen zu 80% vorhanden war. 
Das Gen für Pic, EspI und EspP ließ sich in APEC nicht nachweisen. 
Tab. 3.1.8.:Vorkommen von Serinproteasen in APEC 
Serotyp Stamm Wirt Art tsh pic espI espP 
O2 : K1 5155 Legehenne APEC pos. neg. neg. neg. 
n.t. 2487 Legehenne APEC pos. neg. neg. neg. 
O1 5215 Legehenne APEC pos. neg. neg. neg. 
O1 2097 Legehenne APEC neg. neg. neg. neg. 
O78 : K80 5115 Legehenne APEC pos. neg. neg. neg. 
 







Abb. 8: Ergebnis einer PCR- Analyse zum Nachweis von tsh in APEC 
 
Spur E.coli- Stamm  Spur E.coli- Stamm 
+ O8-K43  4 2097 
1 5155  5 5115 
2 2487  - C600 




Insgesamt wurden 152 humanpathogene und 5 vogelpathogene EHEC- Isolate 
durch das PCR- Verfahren untersucht. Die folgenden Erläuterungen beziehen 
sich auf die Zahl der STEC, die beim Menschen isoliert worden waren.  
Das pic- Gen zeigte sich in sechs Isolaten, was einem prozentualen Anteil von 
3,9% entspricht. Dabei war es in 100% der O76- Stämme und einmalig in O136 
vertreten. Ebenfalls einmalig war die aufgetretene Kombination der zwei 
Autotransporter pic und espI, die bei einem der beschriebenen STEC der 
Antigenstruktur O76 auftrat. 
EspI wurde nicht nur in 13 eae-negativen Stämmen, sondern auch in 6 eae-
positiven Isolaten (O103, O145) gefunden. Insgesamt entspricht dies 12,5 % 
der gesamten untersuchten Stammsammlung. Die 5 espI- positiven E.coli O145 
trugen zusätzlich das Gen für EspP. 
EspP stellte sich in der PCR in 49 von 152 positiv dar (32,2%). Hauptvertreter 
waren in absteigender Häufigkeit die STEC mit dem Serotyp O145 (19 von 21, 
90,5%), O26 (11 von 20, 55%) und O157 (17 von 39, 43,6%). Die eae- 
negativen Vertreter gehörten zu den Antigenstrukturen O22 und O178. Die 
oben angesprochene Kombination von espP- mit espI wiederholte sich in 
keinem weiteren Fall der hier untersuchten SPATE.  
Für tsh konnte nachgewiesen werden, dass es in keinem humanpathogenen 
STEC der hier untersuchten Gruppen vorhanden ist. Dieser Autotransporter 
bleibt in seiner Verbreitung wahrscheinlich auf die für ihn typischen Vertreter 
der E.coli- Gruppe beschränkt. 
Insgesamt wurden in 74 Vertretern der STEC Autotransporter gefunden, was 









Tab. 3.1.9.: Gesamtdarstellung der Ergebnisse 
Serotyp Anzahl Stämme tsh pic espI espP 
Apec 5 4 0 0 0 
O103 19 0 0 1 0 
O111 13 0 0 0 0 
O145 21 0 0 5 19 
O157 39 0 0 0 17 
O26 20 0 0 0 11 
O76 5 0 5 1 0 
O5 1 0 0 1 0 
O8 6 0 0 0 0 
O22 1 0 0 0 1 
O75 1 0 0 1 0 
O78 1 0 0 1 0 
O91 1 0 0 0 0 
O113 3 0 0 1 0 
O128 2 0 0 2 0 
O136 1 0 1 0 0 
O146 3 0 0 2 0 
O153 1 0 0 0 0 
O174 2 0 0 2 0 
O176 1 0 0 1 0 
O178 1 0 0 0 1 
O181 2 0 0 1 0 
ONT 8 0 0 0 0 




3.2. Ergebnisse der Sequenzierung 
Eine Aufgabe dieser Arbeit war es, bei einem Auftreten der einzelnen 
Serinproteasen bei bisher nicht dafür bekannten Serotypen, deren Identität 
durch DNA- Sequenzierung und Homologieanalysen zu sichern. Dies wurde bei 
den oben beschriebenen espI in E.coli O145 und O103, sowie bei pic der STEC 
O136 und O76 durchgeführt. Alle zeigten eine hohe Homologie zu den 
Referenz- Serinproteasen. Das bisher nur in LEE- negativen STEC bekannte 
espI aus dem E.coli 4797/97 war jeweils zu 99% nukleotidhomolog zu den hier 
gefundenen espI- Genen der eae- positiven Vertreter. Bei Pic zeigten sich 
Homologien zwischen 96 bis 100% in Bezug auf die jeweiligen 
Referenzstämme. Die höchste Ähnlichkeit zeigte sich zu der pic- Sequenz des 
uropathogenen Escherichia coli CFT073. Das pic des STEC O136 war damit zu 
100% identisch, während es 99% bei dem pic von Serogruppe O76 waren. Als 
weitere Referenzen für pic wurden dessen typische Träger [ 14 ] wie Shigella 
flexneri 2a und Vertreter der enteroaggregativen E.coli- Gruppe ausgewählt. 
Das pic von STEC O136 war mit diesen Referenzen jeweils zu 97% 
übereinstimmend, während das pic- Gen von Serogruppe O76 eine 




Tab.:4.2.1.:Ergebnisse der DNA- Sequenzanalyse von espI- und pic- PCR- 
Produkten der STEC O145, O103 und O76 






espI O145-1 521 STEC 
espI O145-2 529 
547 99% (526/531) AJ278144 4797/97 
espI O103-1 526 STEC 
espI O103-2 498 






pic O136-f 359 
Shigella 














pic O76-f 356 
Shigella 














Seit über 10 Jahren forschen zahlreiche Arbeitsgruppen an Vertretern der 
Autotransporter, die als Serinproteasen agieren und von Enterobacteriaceae 
gebildet werden. Eines ihrer Hauptcharakteristika besteht darin, dass sie bisher 
nur in pathogenen Bakterien nachgewiesen werden konnten [ 12 ], was für ihre 
Rolle als wichtiges Pathogenitätsmerkmal spricht. Zu der mittlerweile großen 
und noch wachsenden Familie der SPATEs gehören zum Beispiel das Protein 
Pet (plasmid-encoded toxin) der enteroaggregativen E.coli (EAEC), SepA von 
Shigella flexneri und die Serinprotease Sat, die von uropathogenen E.coli 
gebildet wird. In dieser Arbeit wurde sich mit vier weitern Vertretern dieser 
SPATE- Familie befasst, die hier im Weitern vorgestellt werden sollen.  
Als die erste von Stathopoulous et.al. [ 39 ] beschriebenen Serinproteasen von 
E. coli und Shigella spp. gilt das Tsh (temperature- sensitive hemagglutinin), 
welches von vogelpathogenen E.coli (APEC, avian pathogenic E.coli) gebildet 
wird. APECs sind extraintestinal pathogene Escherichia coli, die in Vogellungen 
eine Alveolitis hervorrufen, aber auch zu einer Peritonitis, Salpingitis, Synovitis 
und Sepsis bei Geflügel führen können [ 22 ]. Die meisten APEC gehören zu 
den Serogruppen O1, O2 und O78. Das von ihnen gebildete Tsh hat in vitro 
zwar die Fähigkeit Huhn- Erythrocyten zu agglutinieren [ 32 ], unterstützt als 
Pathogenitätsfaktor aber eher die Kolonisierung der Lungenbläschen, indem es 
dort als Adhäsin wirkt. Auch konnte von Dozois et.al. [ 8 ] gezeigt werden, dass 
das Protein Tsh zur Bildung von Läsionen und Fibrinablagerungen in den 
Alveolen beiträgt. Experimentell konnte zusätzlich eine Proteaseaktivität gegen 
Mucin und Faktor V nachgewiesen werden [ 9 ]. Das tsh- Autotransporter- Gen 
ist auf einem Plasmid lokalisiert und kodiert eine 106 kDa Sekretionsdomäne 
mit einer 33 kDa schweren β- Domäne. Interessanterweise wurde 1998 von 
Otto et.al. [ 27 ] in einem E.coli- Stamm, der aus Wundinfektionen isoliert 
wurde, ein entsprechendes Tsh- Äquivalent gefunden, dass sich nur in zwei 
Aminosäuren von der Serinprotease der APEC unterscheidet. Es hat die 
Fähigkeit humanes Hämoglobin zu spalten und Häm zu binden, wovon sich 
auch der Name Hbp (hemoglobin protease) ableitet. Hbp konnte des Weiteren 
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sehr häufig in E.coli gefunden werden, die an Infektionen mit Abszessbildung 
beteiligt waren. Es konnte festgestellt werden, dass nur eine Kombination aus 
hbp- positiven E.coli und Bacteroides fragilis zu einer Abszessbildung führen, 
wobei die Hbp- Protease Eisen aus Hämoglobin für B. fragilis bereitstellt und so 
deren Wachstum fördert. B. fragilis dagegen verhindert durch das Absondern 
von kurzkettigen Fettsäuren die Eliminierung der E.coli Bakterien durch 
Neutrophile Lymphozyten.[ 28 ] 
Es scheint also so, dass das Hbp/Tsh- Protein an zwei unterschiedlichen 
Erkrankungen beteiligt ist: der Abszessbildung beim Menschen und der 
Luftwegsentzündung bei Vögeln.  
Eine weitere Serinprotease, die immer wieder im Zentrum intensiver Forschung 
steht, ist Pic (protein involved in intestinal colonisation). Es handelt sich dabei 
um ein 116 kDa großes Protein welches auf dem Chromosom von 
enteroaggregativen E.coli (EAEC), aber auch auf dem Genom von Shigella 
flexneri lokalisiert ist [ 14 ]. S. flexneri ist genetisch eng verwandt mit der E.coli- 
Familie und ruft durch das Eindringen in die Epithelzellen des Kolons eine 
heftige entzündliche Antwort hervor. Dabei zeigt sich oft im Zuge dieser 
bakteriellen Dysenterie eine wässrige Diarrhöe. Pic ist dabei wahrscheinlich als 
multifunktionales Protein an der Pathogenese maßgeblich beteiligt. Es zeigt in 
vitro mucinolytische Aktivität, lässt eine Resistenz gegenüber dem 
Komplementsystem des Serums erkennen und führt zur Hämagglutination.[ 9, 
14] Möglicherweise fördert Pic damit die intestinale Kolonisierung.  
Ebenfalls  in Verbindung mit intestinaler Pathogenität steht das SPATE- Protein 
EspP (E.coli secreted protease, plasmid encoded), welches von Brunder et.al.   
[ 4 ] in enterohämorragischen Escherichia coli der Serogruppe O157 identifiziert 
wurde. Es ist auf dem Plasmid pO157 codiert und zeigt sich nach der Sekretion 
als ein 104 kDa großes, extrazelluläres Protein. EspP präsentiert seine 
proteolytischen Eigenschaften bei der Spaltung von Pepsin A und Faktor V der 
Gerinnungskaskade [ 4 ]. Der humane Koagulationsfaktor V ist in seiner 
aktivierten Form ein Kofaktor des Faktors Xa, der das Prothrombin zu Thrombin 
umwandelt. Damit ist  dieser Faktor V ein wichtiger Bestandteil der Hämostase. 
Wird dieser nun von EspP degradiert, hat das eine prolongierte Blutung zur 
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Folge. Darum schlussfolgerte auch Brunder et.al. [ 4 ], dass EspP die 
hämorrhagische Komponente der EHEC- Infektion verstärkt. Dass EspP eine 
wichtiger Bestandteil der Pathogenität von EHEC ist, zeigt sich auch durch das 
Auftreten von Antikörpern gegen den SPATE- Vertreter im Blut von EHEC- 
Infizierten [ 4 ]. Als EspP- Analoga konnte auch das Protein PssA in O26- 
Stämmen der EHEC- Familie nachgewiesen werden. 
Im Jahre 2001 wurde dann von der Arbeitsgruppe um Professor Karch [ 36 ] 
eine weitere Serinprotease entdeckt, die Ähnlichkeiten zu EspP zeigte. 
Allerdings ist dieses, mit EspI (E.coli secreted protease, island encoded) 
bezeichnete Protein, nicht auf einem Plasmid kodiert, sondern auf einer 
ebenfalls durch diese Arbeitsgruppe neu entdeckten Pathogenitätsinsel im 
Genom eae bzw. LEE- negativer EHEC, dem „locus of proteolytisis activity“ 
(LPA). Das Gen espI befindet sich dabei in räumlicher Nähe zu den Genen für 
das Rezeptor- und Transporterprotein BtuB und einem iha- Äquivalent, welches 
zu 91% homolog zu dem Iha des E.coli- Stamms O157:H7 ist [ 36 ]. Das EspI- 
Protein hat eine molekulare Masse von 110,4 kDa und spaltet Pepsin A in 
gleicher Weise wie EspP, sowie Apolipoprotein A1. Ob und in welcher Weise es 
zur Pathogenität seiner Träger beiträgt, muss noch weiter abgeklärt werden.  
 
Dass das EspI- Protein zur Virulenz beiträgt ist allerdings sehr wahrscheinlich, 
zumal es wie andere Virulenzfaktoren in typischer Weise auf einer der 
bekannten Pathogenitätsinseln lokalisiert ist. Diese sind an der Ausbreitung von 
Pathogenitätsgenen beteiligt, indem sie über ihre Instabilität, die Ansammlung 
mehrerer Pathogenitätsgene und über Insertionselemente bzw. Integrasen 
einen Beitrag zur Genomflexibilität und somit auch zur Virulenz leisten [ 20 ]. 
Ebenfalls gelten Plasmide und ins Genom integrierte Bakteriophagen als mobile 
Träger von virulenzassoziierten Genen. Mit ihrer Hilfe kann durch horizontalen 
Gentransfer eine Übertragung spezieller Faktoren zur Bildung spezieller 
Pathovare aus möglicherweise noch apathogenen Serovaren realisiert werden  
[ 17 ]. Als Zeichen für genverschiebende Transpositions- und 
Rekombinationsereignisse gilt das Auftreten von sogenannten kompletten und 
inkompletten Insertionssequenzen (IS) in Plasmiden und Pathogenitätsinseln. 
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So könnten sie zum Beispiel als Hinweis auf die Evolution von großen 
Plasmiden verstanden werden. Gene werden durch Transpositionsereignisse in 
ein Plasmid integriert und durch anschließende partielle Deletion der beteiligten 
Insertionssequenzen stabilisiert. Auch können sie Ausganspunkt für homologe 
Rekombinationsereignisse sein, zum Beispiel innerhalb eines Plasmids, 
zwischen zwei Plasmiden oder zwischen Plasmid und Chromosom. Alle hier 
untersuchten SPATEs haben durch ihre Lokalisation auf Pathogenitätsinseln 
(espI, pic) bzw. Plasmiden (espP, tsh) diese potentielle Möglichkeit des 
Gentransfers. In dieser Arbeit wurde nun das Vorkommen der oben genannten 
Serinproteasen in 152 STEC- Stämmen untersucht.  
 
Für das Temperatur- sensitive Hämagglutinin der vogelpathogenen E.coli (tsh), 
zeigte sich, dass es in keinem der untersuchten Shiga Toxin- produzierenden 
E.coli vorhanden war. Eine Genübertragung von den für Tsh typischen 
vogelpathogenen Erregern auf STEC hat also nicht stattgefunden. Das Gen tsh 
befindet sich in den APEC auf dem ColV- Plasmid und ist mit dem Colicin V- 
Gen eng verbunden [ 8, 39 ]. Es ist von kompletten und partiellen 
Insertionssequenzen flankiert. Ein horizontaler Gentransfer zeigt sich dabei in 
dem Auftreten von tsh in Escherichia coli der Serogruppe 08, die zusammen mit 
Bacteroides fragilis an der Bildung von Abszessen beteiligt sind [ 27, 28 ]. Auch 
diese E.coli tragen das ColV- Plasmid mit dem tsh- Gen, welches in dieser 
Konstellation als Hbp bezeichnet wird (siehe oben). Betrachtet man dieses 
Plasmid genauer, so fällt auf, dass es bisher nur in extraintestinalen E.coli zur 
Virulenz beiträgt [ 37, 41 ]. Den darmpathogenen Keimen bietet es 
wahrscheinlich keinen Selektionsvorteil und tritt somit dort nicht auf. Dies 
könnte eine Erklärung dafür sein, dass es auch in dieser Arbeit nur in den 
untersuchten APEC auftrat und in keinem der darmpathogenen STEC. 
Das Gen für Pic (protein involved in intestinal colonisation) aus Shigella flexneri 
2a zeigte sich mit einem prozentualen Anteil von 3,9% in STEC sehr selten. 
Allerdings konnte es in allen untersuchten O76- Stämmen nachgewiesen 
werden. Die Identität des durch das PCR- Verfahren aufgefundene pic- Gens 
konnte durch eine Sequenzierung bestätigt werden. Es zeigte sich eine 96 bis 
4. Diskussion 
 41
100 prozentige Homologie zu den Referenzsequenzen der Gendatenbank. Als 
Referenz galt zum Beispiel das pic- Gen von Shigella flexneri 2a. Dort befindet 
sich das Gen auf der She- Pathogenitätsinsel und wird wiederum von 
Insertionssequenzen flankiert. Diese benachbarten Sequenzen unterscheiden 
sich allerdings von denen, die bei dem zweiten Referenzstamm EAEC O42 
auftreten. Henderson et al. [ 14 ] zieht daraus den Schluss, dass das Gen über 
horizontalen Transfer übertragen wurde. Wahrscheinlich liegt das zu Shigella 
identische pic- Gen bei den enteroaggregativen E.coli- Stämmen ebenfalls auf 
einer Pathogenitätsinsel, die bisher allerdings noch uncharakterisiert ist [ 14 ]. 
Um zu klären, auf welche Weise das in O76 gefundene pic übertragen wurde, 
müsste man seine Lokalisation im Genom und seine flankierenden Sequenzen 
untersuchen und sie mit den Sequenzen von Shigella und E.coli O42 
vergleichen. Ebenfalls müsste geklärt werden ob das O76- pic als Protein 
wirksam ist. Da Pic als Mucinase wirkt, wäre eine Überprüfung der 
mucinolytischen Aktivität in speziellen Medien sinnvoll. Dutta et al. [ 9 ] nutzte 
dafür ein Medium bestehend aus1,5% Agarose und 1% submaxillären Mucus. 
Darin wurden 10 Mikrogramm des präparierten und aufgereinigten SPATE bei 
37°C über Nacht inkubiert und danach entstandene Höfe, als Zeichen der 
Spaltungsaktivität, sichtbar gemacht. Dieses Verfahren könnte auch hier 
angewendet werden. 
Als weitere Serinprotease wurde das als espI bezeichnete Gen untersucht. Es 
wurde nicht nur in 13 eae-negativen Stämmen, sondern auch in 6 eae-positiven 
E.coli der Serogruppe O103 und O145 gefunden. Dies erwies sich als 
ungewöhnlich, da es zunächst nur in eae/LEE- negativen STEC vermutet 
wurde. In der Arbeit „Identification and characterization of a novel genomic 
island integrated at selC in locus of enterocyte effacement-negative shiga-toxin 
producing Escherichia coli” aus dem Jahre 1998 [ 36 ] wurde gezeigt, dass sich 
espI auf der Pathogenitätsinsel LPA befindet, die statt LEE in den selC- Locus 
integriert ist. Es wurde vermutet, dass das Auftreten von LPA die Insertion von 
LEE in selC verhindert. LPA in O91:H- ist spezifisch gekennzeichnet durch das 
Auftreten der Markergene btuB und iha in direkter Nachbarschaft zu espI. 
Dieses Merkmal ließ sich nur in wenigen stx2d tragenden E.coli Stämmen 
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nachweisen [ 36 ]. Im Gegensatz dazu stehen die espI- positiven Stämme O103 
und O145. Ihr espI zeigte nicht die typische Verbindung mit btuB und iha. Somit 
kann es auch nicht in LPA liegen, sondern musste sich auf einer anderen Stelle 
im Genom befinden. Durch das Vorkommen zahlreicher kompletten und 
inkompletten ISs in LPA wird eine dynamische Rekombinationsaktivität 
vermutet [ 36 ], welche eine solche Genverschiebung erklären könnte. Ob es 
sich auch wirklich um espI handelt wurde per Sequenzierung und Vergleich mit 
dem bekannten espI von O91- Stamm 4797/97 getestet. Es zeigte sich eine 
Homologie von 99%, womit dies sehr wahrscheinlich wird. Jetzt bleibt 
abzuklären, wo sich dieses espI befindet und ob es überhaupt exprimiert wird. 
Möglicherweise könnte dann auch erklärt werden, warum in dieser Arbeit alle 
STEC O145, die EspI trugen, auch EspP positiv waren. Vielleicht würde sich bei 
einer Funktionanalyse zeigen, dass diese beiden SPATEs sich in ihrer Wirkung 
verstärken. 
Die Verbreitung von espP wurde auch in den noch neben E.coli O145 
verbleibenden STEC untersucht. Das komplette Fehlen von espP in der 
Serogruppe O103 und den Sorbit- fermentierenden E.coli O157 konnte bestätigt 
werden [ 4 ]. Die Zahlen für die nicht Sorbit fermentierenden STEC O157 
ähnelten sich. Während Brunder et al. einen prozentualen Anteil von 96% 
angaben [ 4 ], zeigten sich in dieser Arbeit 89,5% der Stämme als espP- positiv. 
Für den Serotyp O26 sind die Zahlen ebenfalls nahezu identisch (Brunder et al. 
[ 4 ]: 60%, diese Arbeit 55%). Allerdings fiel auf, dass Brunder et al. in einem 
ihrer acht STEC der Serogruppe O111 espP finden konnte. In dieser Arbeit 
waren allerdings alle 13 untersuchten Stämme negativ. Allerdings wurde 1999 
auch gezeigt, dass die großen Plasmide in STEC variabel in ihrer 
Genkomposition sind [ 5 ]. Möglicherweise wurde somit das Gen für EspP von 
O111 verloren. 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in dieser Arbeit nur vier der 
zahlreichen SPATEs untersucht wurden und sie trotzdem eine hohe 
Gesamtverteilung von 48,7% zeigten. Untereinander zeigen sie eine große 
Ähnlichkeit im Aufbau und in den Gensequenzen [ 9 ], wodurch ein 
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phylogenetisch gemeinsamer Vorfahre wahrscheinlich wird. Dennoch haben sie 
verschiedene Eigenschaften in ihrer Proteinwirkung [ 9 ]. So spalten die 
Proteine Tsh und Pic Mucin, wodurch Vorteile bei der Bindung an das 
Darmepithel denkbar sind, während EspI und EspP Pepsin zerstören. Dies gilt 
zum Beispiel auch für die Serinprotease Pet, die in EAEC vorkommt. Jene zeigt 
zusätzlich die Eigenschaft zytotoxisch zu wirken, indem sie unter anderem 
Spectrin, eine Komponente des Cytoskeletts, spaltet. Selbiges gilt für Sat, 
welches auf einer Pathogentitätsinsel des uropathogenen E.coli Stamms 
CFT073 gelegen ist. Als häufigste SPATE- Funktion stellt sich die Fähigkeit zur 
Spaltung von Faktor V dar, was eine Beeinflussung der Hämostase zur Folge 
hat. Diese Eigenschaft vereinen die SPATEs EspC (Enteropathogene E.coli), 
EspP, Pet, Sat, Tsh und Pic in sich [ 9 ]. Für EspP wurde in diesem 
Zusammenhang vermutet, dass es dadurch die hämorrhagische Komponente 
beim HUS verstärkt bzw. auslöst [ 4 ]. Für alle SPATEs ist es nicht endgültig 
geklärt, in welcher Weise sie durch ihre unterschiedlichen Fähigkeiten zur 
Pathogenität ihres Trägers beitragen. Doch aufgrund ihrer, auch in dieser Arbeit 
bestätigten, weiten Verbreitung in ausschließlich pathogenen Spezies scheint 
ihre Bedeutung hoch zu sein. Ihre Vielfalt an Eigenschaften könnte es 
pathogenen Keimen erlauben, sich an spezifische Nischen zu adaptieren, um 
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